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Yeni Nesil Dizileme Teknolojilerinin Mikovirolojide UygulanmasıA 

 

Sahra HOSSEINALIZADEH1*, Serap AÇIKGÖZ2 

Öz: Yeni nesil yüksek verimli DNA dizileme analizleri 21. yüzyılın başlarında kullanılabilir hale gelmiştir. Bu 

dizileme teknolojisi genom karakterizasyonu, metagenetik, metilasyon analizi, kromatinlerin analizi, 

mRNA'ların profillenmesi gibi birçok amaç için kullanılmaktadır. 2009 yılından sonra, yeni nesil dizileme 

(YND) teknolojileri, virüs /viroid genom dizilemesi, keşfi ve tanısı, ekoloji ve epidemiyoloji, replikasyon ve 

transkripsiyon dahil olmak üzere çeşitli bitki virüslerinde uygulanmıştır. Son yıllarda bu teknoloji sayesinde 

araştırıcılar birçok yeni mikovirüsün tanılanmasını yapmışlardır. Bu derlemede, bazı yeni mikovirüslerin 

karakterizasyonu ve tanılanmasında yeni nesil dizileme teknolojisi (YND) nin kullanılmasıyla ilgili konular ele 

alınmıştır. 

 

Anahtar Kelimeler: DNA dizileme, Virüs, Mikovirüs. 

 

Application of Next Generation Sequencing Technologies in Mycovirology 

Abstract: High-throughput next generation DNA sequencing analysis became available at the onset of the 21st 

century. The sequencing technologies offer novel and rapid ways for genome-wide characterization and profiling 

of mRNAs, small RNAs, transcription factor regions, structure of chromatin and DNA methylation patterns, 

microbiology and metagenomics. After 2009, new generation sequencing (YND) technologies have been applied 
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in various plant virology, including virus/viroid genome sequencing, discovery and diagnosis, ecology and 

epidemiology, replication and transcription. In recent years, researchers have identified many new mycoviruses 

through this technology. In this review, topics related to the use of new generation sequencing technology 

(YND) in characterization and identification of some new mycoviruses are discussed.   

 

Keywords: DNA sequencing, Virus, Mycovirus. 

 

Giriş 

Virüsler taşıdıkları genetik şifre ile konukçu hücrelerde canlılıklarını sürdürebilirler ancak çoğalabilmeleri için 

canlı konakçıların hücresel mekanizmasına ihtiyacları vardır (Gergerich ve Dolja 2006). Hayvanlar, bitkiler, 

mantarlar ve bakteriler dahil olmak üzere tüm canlı organizma türleri virüsler için konakçıdır (Gergerich ve 

Dolja, 2006). Fungal konukçularda bulunan viral yapılara mikovirüs olarak isimlendirilmekte (Son ve ark., 

2015). Mikovirüsler enfekte ettikleri fungal hücrelerde replike olan ve hücreler arasında yayılış gösteren obligat 

parazitlerdir. Mikovirüslerin genomları, DNA ya da RNA’ dan oluşan tek sarmallı (ss-single-stranded) ya da 

çift-sarmallı (ds-double-stranded) nükleik asitlerden oluşmaktadır (Özkan Kahraman ve Yıldız, 2019; Nuss, 

2011). 

Mikovirüsler, hücreler arası yayılış gösteren obligat parazitlerdir. Bitkide fungusun neden olduğu hastalık 

belirtisi ile doğrudan ilişkili değil, ancak konukçularında bazı fenotipik değişikliklere yol açtıkları bilinmektedir 

(Aday Kaya ark., 2015). Mikovirüsleri fungal konukçularda büyüme ve gelişme, sporülasyon, pigmentasyon ve 

enzim aktivitelerinde değişikliklere yol açmakta ve mikovirüsleri ile enfekteli fungal izolatların virülensliğinin 

arttığına ( hipervirülenslik ) ya da azaldığına (hipovirülenslik) dair pek çok rapor bulunmaktadır (Dawe ve Nuss, 

2001; Nuss, 2005). 

İlk mikovirüs 1962 yılında Agaricus bisporus'da A.B.D.’nin Pensilvanya (Pennsylvania) eyaletinde La 

France kardeşlerin mantar çiftliğinde ortaya çıkarılmış (Ghabrial ve ark., 2015) ve 1962 yılından bugüne kadar 

bazı bitki fungal hastalıklarda çok sayıda mikovirüs araştırıcılar taraflarından saptanmış olup bunların bazıları 

bitki fungal hastalıklarına karşı biyolojik ajan olarak kullanılmaktadır (Ghabrial ve ark., 2015). Uluslararası 

Virüs Taksonomisi Komitesi'nin (ICTV) onuncu raporuna göre, bugüne kadar 250’den fazla mikovirüs 

genomunun tanısı yapılmış ve 17 familya ayrılmıştır (Li ve ark., 2019). Her geçen gün mikovirüslerin sayısı 

artmakta ve bunların tanılarının hızlı ve güvenilir yöntemlerle yapılması gerekmektedir. Geçmiş yıllarda 

mikovirüslerin tanısında, fungal virüsler ya da virüs benzeri partiküller (VPLs), transmission elektron 

mikroskobu (TEM) ile gözlemlenmekteydi (Buck, 1986). Ancak virüsün konsantrasyonu düşük olduğu 

durumlarda virüs partiküllerinin tanılanmasında TEM ile sorunlar yaşanmaktaydı. Ayrıca, hücrede virüs 

parçalarına benzer diğer yapıların tanılanmalarında yanlışlığa neden oluyordu. Bu nedenle artık günümüzde bitki 

fungal etmenlerin misellerindeki mikovirüslerin genomları izole edilerek Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) 

teknikleri gibi yöntemler ile mikoviral genomlar çoğaltılarak tanımlanması yapılmaktadır. Ancak bunun 
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yapılabilmesi için öncelikle mikovirüsün DNA sekans analizinin yapılması ardından primerinin oluşturulması 

gerekmektedir. 

İlk DNA sekans analiz yöntemlerinden bugüne kadar çok farklı DNA sekans teknikleri bulunmuştur. Son 

yıllarda DNA sekansı için yeni DNA sekanslama teknolojileri ve teknikleri araştırıcılar tarafından geliştirilmiştir 

(Wu ve ark., 2015). Bu DNA dizi analizi, bir DNA parçasında bulunan A, C, G, T nükleotid sıralarının 

belirlenmesi olarak tanımlanmaktadır. Elde edilen DNA dizileri genlerin yapısı ve genetik kontrol 

mekanizmaları hakkında birçok bilgi edinilmesine imkân sağlamaktadır. Günümüze kadar birçok canlı türünün 

tüm genom haritaları tanımlanmış, genlerinin yapısı ve organizasyonu hakkında önemli bilgiler elde edilmiştir 

(Heather ve Chain, 2016; Kızmaz ve ark., 2017).  

İlk olarak 1970’li yılların başında DNA dizi analizi ile ilgili araştırmalar başlatılmıştır. 1977 yılında birinci 

nesil dizileme olarak ifade edilen DNA dizileme yöntemlerinden, zincir sonlandırma yöntemini Fredrick Sanger 

(Sanger ve ark., 1977) ardından kimyasal yöntemi ise Allan M. Maxam ve Walter Gilbert (Maxam ve Gilbert, 

1977) geliştirmişlerdir. Bunu yarı otomatik, tam otomatik (Smith ve ark., 1986; Ansorge ve ark., 1987) ve 

kapillar DNA sekanslama (Ruiz-Martinez ve ark., 1993) teknikleri takip etmiştir.   

2000 yılında tamamlanan insan genom projesinde zincir sonlandırma yöntemi kullanılmıştır. Sanger dizileme 

tekniği ile her ne kadar farklı boyutlardaki DNA fragmanlarının dizilenmesi yapılsa da yüksek maliyetler 

karşılığında uzun sürelerde düşük çıktılar vermesi nedeniyle (Taşar ve ark., 2018), son yıllarda Pirodizileme 

(Pyrosequencing) (Eriksson ve ark., 2004) yöntemi ile başlayan ve günümüzde birçok araştırıcı tarafından 

kullanılan yeni nesil DNA dizileme teknolojilerine yönelik uygulamalar başlatılmıştır. 2005 yılında Solexa / 

Illumina tarafından öne sürülmüş olan yeni nesil dizileme yöntemleri yüksek verimlilik, çok sayıda analiz ve 

düşük maliyetler gibi avantajları beraberlerinde getirmişlerdir. DNA dizileme teknolojiler sayesinde yüksek 

doğrulukla, ultra hızlı olarak, dizileme yapabilme kapasiteleri sayesinde transkriptom analizi, ploidi seviyesinin 

belirlenmesi, moleküler markır geliştirme ve mRNA profilinin belirlenmesi gibi birçok çalışma da 

yapılabilmektedir (Dönmez ve ark., 2015). Prensip olarak Sanger dizilemede kapiller elektroforezi uygulanarak 

genomik DNA parçalara ayrılır ve her bir parçadaki bazlar, parçalar kalıp DNA zincirine bağlandığında yayılan 

sinyallere göre tanımlama yapılmaktadır. Yeni nesil dizileme (YND) tekniği Sanger dizilemeye göre daha ucuz 

ve doğruluk oranı daha yüksek olup kısa sürede daha fazla dizileme yapılabilme kapasitesine sahiptir (Prabha ve 

ark., 2013). Günümüzde pek çok araştırıcı YND tekniklerini kullanarak hızlı ve kolayca yeni bitki virüs hastalık 

etmeni genomlarının tanılanmasını yapmışlardır (Kehoe ve ark., 2014). 

YND veri ve analiz teknikleri, viral evrim, ekoloji, epidemiyoloji, genomik çeşitlilik ve virüsler ile 

konukçuların arasındaki ilişkiler gibi alanlarda araştırmalar yapılmasına imkan tanımıştır (Zhang ve ark., 2018). 

Son yıllarda araştırıcılar dsRNA, total RNA veya küçük RNA’lar gibi farklı genom şablonlarını kullanarak 

YND teknikleri sayesinde bazı bitki fungal hastalık etmenlerinde bulunan yeni mikovirüslerin tanımlanması ve 

karakterizasyonunu güvenilir ve hızlı bir şekilde yapabilmişlerdir (Bartholomaus ve ark., 2016; Donaire ve ark., 

2016; Khalifa ve ark., 2016; Marzano ve ark., 2016; Khalifa ve MacDiarmid, 2019). Mikovirüsler ile ilgili 

böylesi hızlı ve güvenilir tanı yöntemlerine gerek duyulmasının bir nedeni de bazı mikovirüslerin fungal 
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etmenlerin biyolojik mücadelesinde kullanılabilir olmasından kaynaklanmaktadır. Buna en iyi örnek ise Kestane 

kanserine neden olan Cryphonectria parasitica ya karşı biyolojik ajan olarak hypovirüslerin kullanılmasıdır 

(Milgroom ve Cortesi, 2004). Günümüzde yoğun kimyasal kullanımı sonucunda doğal denge tahrip olmuş, çevre 

ve insan sağlığı her geçen gün biraz daha tehdit altına girmiştir (Akbudak ve Tezcan, 2006). Uzun süredir 

uygulanan kimyasal mücadele sonucu ortaya çıkan ciddi sorunlardan dolayı alternatif yöntemler geliştirilmeye 

başlanmıştır. Tüm bu sorunlar karşısında doğal dengenin korunmasını sağlıyan ve çevre dostu biyolojik 

mücadele uygulamalarına insan sağlığı yönünden çok önem verilmektedir. Yakın bir gelecekte pek çok bitki 

fungal hastalığının kontrolünde mikovirüslerin kullanımının daha da yaygınlaşması beklenmektedir. Bu 

derlemede YND ile yeni mikovirüslerin tanılanmasıyla ilgili bazı çalışmalar ele alınıp anlatılmıştır. 

 

Yeni Nesil DNA Dizileme Teknikleri (YND) 

2000 yılında Lynx Therapeutics (USA) firması Massively Parallel Signature Sequencing (MPSS) yöntemini 

kullanarak ilk Yeni Nesil Dizileme teknolojisi-YND (Next Generation Sequencing- NGS) başlatan firma olmuş 

ve daha sonra bu firma Illumina (USA) tarafından satın alınmıştır. 2004 yıllında 454 Life Sciences Roche (Basel, 

Switzerland) firması pirodizileme kimyasına dayalı YND teknolojilerinin ikincisi kullanmaya sunmuştur. Bu 

teknoloji baz başına maliyet ve dizin okuma uzunluğu açısından Sanger’e göre daha avantajlıdır ve diğer YND 

teknolojileri (Illumina ve SOLID) ile karşılaştırıldığında bu özellikler yönünden birbirine benzerlik 

göstermektedir (Cock ve ark., 2010 ve Kulski, 2015). 2007 yılında Solexa GA firması tarafından geliştirilen 

Illumina’nın genom sentez dizileme (http://www.illumina.com) sistemi her çalışmada 50 milyar baza (Bbp) 

kadar okuma yapılabilmekte ve en son modeli her çalışmada 85 bp’e ulaşılabilmiştir (Kulski, 2015). 21. Yüzyılın 

en önemli moleküler biyoloji araçlarından biri olan YND yüksek verim ve düşük maliyeti sayesinde geleneksel 

Sanger dizileme yönteminin yerini almıştır. Yeni nesil DNA dizileme teknolojisi 2000 yılının ikinci yarısından 

itibaren yaygın bir şekilde kullanılmaktadır. Son yıllarda geliştirilen diğer YND sistemleri arasında yer alan; 

Helicos sequencer (http://www.helicosbio.com/), Life Technologies Ion Torrent PGM sequencer 

(http://www.iontorrent.com), Pacific Biosciences (http://www.pacificbio sciences.com/) single molecule real-

time (smrt) sequencer ve Oxford Technologies Nanopore (Oxford, UK) single molecule sequencer sistemleri 

kullanıma sunulmuştur (Ion-Torrent, 2017; PacBio, 2017; Nanopore, 2017; Kızmaz ve ark., 2017). 

 

YND Teknolojilerinin Virüslerin ve Mikovirüslerin Tanılanmasında Kullanımı 

YND ile bitki tüm viral genom dizilemesi 2009 yılında Adams ve ark. (2009), tarafından gerçekleştirilmiştir. 

Araştırıcılar Pepino mosaic potexvirus (PepMV) enfekteli domates bitkisinden elde ettikleri total RNA 

kullanılarak yöntemi uygulamışlardır. Daha sonra Liatris spicata bitkisinden izole edilen bilinmeyen bir patojen 

Gomphrena globosa’ya aktarılmış ve bu bitkinin ‘Gayfeather mild mottle virus’ olarak adlandırılan yeni bir 

Cucumovirus ile enfekteli olduğu belirlenmiştir (Adams ve ark., 2009). Adams ve ark., (2013), .Maize chlorotic 
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mottle virus (MCMV) ve Sugarcane mosaic virus (SCMV)’unun genomlarının tanılanması ve karakterizasyonu 

için YND uygulanmış ve yöntemin viral etmenlerin hızlı tanılanması için uygun bir teknik olduğunu ifade 

etmişlerdir. Kreuze ve ark. (2009), YND ile virüs enfekteli simptomsuz tatlı patateslerden küçük RNA’ ların 

deep sequencing’i ile tüm genom dizilemesini yapmışlardır. 

Coetzee ve ark. (2010), Güney Afrika bağ alanlarından toplanan asma virüs örneklerinden dsRNA analizi 

yaparak dsRNA virüslerini izole etmişler ve deep sequencing (Illumina Genome Analyzer II sentezleme) analiz 

yöntemi ile dsRNA virüslerinin tüm genom dizilemesini yapmışladır. Sekans sonucunda Closteroviridae ve 

Betaflexiviridae familyalarında yer alan Grapevine leafroll‐associated virus 3, Grapevine rupestris stem pitting-

associated virüs, Grapevine virus A ve Grapevine virus E virüslerini tespit etmişlerdir. Ayrıca Chrysoviridae 

familyasından olan ve Penicillium chrysogenum virus’a benzer bir virüs daha saptamışlardır. Devam eden 

süreçte YND yöntemi kısa sürede bitki virüs genomlarının dizilemesi için popüler bir yöntem haline gelmiştir. 

Nitekim bağlarda düşük miktarda virüs enfeksiyonları da dahil olmak üzere agronomik önemdeki virüslerin 

saptanmasında standart biyolojik testlerin yerine yeni nesil dizileme analizinin kullanılmasının daha iyi sonuç 

verdiği belirlenmiştir (Al Rwahnih ve ark., 2015). Hadidi ve ark. (2016), 2009 yılından beri bitki virolojisinde 

uygulanmakta olan YND’ nin küçük RNAs, RNA-DNA bitki virus ve viroid genomlarını hızlı, güvenli ve düşük 

maliyetle sekanslama olanağını sunduğunu vurgulamışlardır. Bu yöntem hızlı ve güvenilir olması nedeniyle kısa 

sürede daha önce bilinmeyen patojenlerin ve viral genomların dizilenmesine olanak vermiş ve genom dizileme 

sürecinin hızlandırılmasını da sağlamıştır (Hadidi ve ark., 2016). Maize chlorotic mottle virus (MCMV) ve 

Sugarcane mosaic virus (SCMV)’ unun genomlarının tanılanması ve karakterizasyonu için YND uygulanmış ve 

yöntemin viral etmenlerin hızlı tanılanması için uygun bir teknik olduğu ifade edilmiştir (Adams ve ark., 2013).  

Daha sonra birçok araştırıcı YND teknolojilerini kullanılarak farklı bitki fungal hastalık etmenlerinde 

bulunan bazı mikovirüsleri güvenilir ve hızlı bir şekilde tanılanmasını yapmışlar (Marvelli ve ark., 2014; 

Bartholomaus ve ark., 2016; Pandey ve ark., 2018; Wang ve ark., 2019; Li ve ark., 2020; Yao ve ark., 2020) ve 

bunlar kronolojik sıra ile Tablo 1’de listelenmiştir. 

Al Rwahnih ve ark. (2011), asma sürgün örneklerinden elde edilen dsRNA'ların 454 high-throughput 

sekanslarını karakterize etmişler ve fungal virüslere benzeyen dizi setleri elde etmişlerdir. Asma örneklerinden 

bilinen tüm mikoviral familyaların yarısını temsil eden 26 fungal virüs grubu tanımlamışlardır. Bu 

mikovirüslerin üçünün asmalarda yaygın olarak görülen Botrytis cinerea ile ilişkili olduğu tesbit edilmiş ancak 

diğerlerinin çoğu tanımlanmamıştır (Tablo 1). 

Espach (2013), asma bitkisinde kök çürüklüğü hastalığı etmenlerinden Chalara elegans ve Sclerotinia 

sclerotiorum izolatlarından Valverde ve ark. (1990),’nin yöntemine göre dsRNA izole etmişler ve ScriptSeq ™ 

v2 RNA-Seq cDNA kiti (Epicenter) ile random hexamer primeri kullanılarak cDNA kütüphanesi sentezlemişler 

ve bunu takiben YND (Illumina HiScanSQ) yöntemi ile dizi analizi yapmışlardır. Ardından bu mikovirüslerin 

NCBI’da Endornavirus cinsinde Chalara elegans endornavirus 1-(CeEV-1) ve Sclerotinia sclerotiorum 

partitivirus S-like olduklarını belirlemişlerdir (Tablo 1). Ayrıca bu mikovirüslerin ORF (ORF finder) tanısı ve 

protein alanı belirlemek için NCBI programı kullanılmıştır. Bu yeni Endornavirus’ün RdRp sekansları, sekans 
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bilgisi diğer bilinen 15 Endornavirus ile karşılaştırılarak 1000 bootstrap yinelemeli olarak UPGMA yöntemi ile 

filogenetik ağacını oluşturmuşlardır. 

Bartholomaus ve ark. (2016), şeker pancarında kök çürüklüğü hastalığına neden olan Rhizoctania solani 

izolatından izole edilen dsRNA’nın cDNA kütüphanesi uluşturarak Deep Sequencing analiz yöntemleri ile dizi 

sekanslaması yapmışlardır. Dizi sekanslama yaklaşık 500 bp mesafe aralığına sahip bir çift uçlu sekanslama 

çalışması (2 x 300 bp) ile Illumina MiSeq sistemi üzerinde kurulmuştur. Elde edilen veriler European Nucleotide 

Archive (ENA) sistemine ve NCBI’a kaydedilmiş ve çalışma sonucunda Narnaviridae, Endornaviridae, 

Partitiviridae, Megabirnaviridae ve Tymovirales familyalarına ait 17 farklı mikovirüs saptanmıştır. 
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Asma fungal hastalıkları üzerinde yapılan başka bir çalışmada; asmada kurşuni küf hastalığına neden olan 

Botrytis cinerea izolatından total RNA izole edilerek YND dizileme teknikleri (Illumina platformu HiSeq2000) 

kullanılarak cDNA kütüphanesi ve DNA sekanslaması yapılmış ve biyoinformatik analizler sonrası Emaravirus 

cinsi ve Bunyaviridae familyasından olan yeni mikovirüs, Botrytis cinerea negative-stranded RNA virus 1 

sekans verileri Gen bankasına kaydedilmiştir (Donaire ve ark., 2016). Fusarium virguliforme soya fasulyesinde 

ani ölüm sendromuna (Sudden death syndrome (SDS)) neden olmakta ve % 80'e kadar soya verimini 

azaltılmasına yola açmaktadır. Marvelli ve ark. (2014), F. virguliforme dan yeni mikovirüslerin tanılanması ve 

bu mikovirüslerin hastalığa karşı kullanılmasıyla ilgili çalışmalar yapmışlardır. Yapılan çalışmada ABD’nin 

Ohio eyaletinden izole edilen 44 fungal izolattan dsRNA lar elde edilmiş ve Illumina HiSeq 2000 (Illumina, Inc., 

San Diego, CA) ile sekanslama yapılarak Fusarium virguliforme dsRNA mycovirus 1 ve Fusarium virguliforme 

dsRNA mycovirus 2 tespit edilmiştir (Tablo 1). Çalışma sonucunda bu yeni mikovirüslerin F. virguliforme’a 

karşı biyolojik ajan olarak kullanılabileceğini bildirmişlerdir (Marvelli ve ark., 2014). 

Khalifa ve ark. (2016), beyaz çürüklük hastalığı etmeni Sclerotinia sclerotiorum‘un beş izolatından dsRNA 

mikoviral genomunu izole ederek tüm genom sekanslaması için Illumina sekanslama tekniğini kullanmışlar ve 

elde edilen sonuçları Sanger sekanslama ile karşılaştırmışlardır. Aynı örneklerden Sanger sekanslaması ile dokuz 

mikoviral (Tablo 1) genom tespit ederken, Illumina sekanslaması ile aynı dokuz virüse ilave olarak bir virüs 

daha tespit etmişlerdir. Çalışma sonucunda Illumina sekanslaması ile elde edilen genom sekansların % 99.3-100 

oranında Sanger sekanslaması ile aynı olduğunu ve bu nedenle, YND yöntemi ile elde edilen sekanslama 

sonuçlarının güvenilir ve doğru olduğunu ifade etmişlerdir (Khalifa ve ark., 2016). 

Avustralya'nın farklı tarım bölgelerinde çeşitli tarım ürünlerinin yetiştiriciliği yapılan alanlardan, Mu ve ark. 

(2018), toplam 84 adet S. sclerotiorum izolatından elde edilen total RNA’lardan cDNA kütüphanesini 

TruSeqTM RNA Sample Prep Kit (Illumina, RS-122-2001) kullanarak oluşturmuşlar ve ardından Shanghai 

Biotechnology Corporation tarafından Illumina MiSeq 2000/2500'de teknikleri ile sekanslama yapmışlardır. 

Sekans sonuçlarını NCBI veri tabanı kullanılarak BLASTp analizi etmişler ve 10 farklı mikovirüs familyasına ait 

57 mikovirüsün tüm genomlarını çıkartmışlardır. Bu 57 mikovirüsün (Tablo 1) 34'ünü (%59,6) yeni mikovirüsler 

olarak kayıt etmişlerdir (Mu ve ark., 2018). Turunçlarda hasat sonrası ürün kayıplarına neden olan Penicillium 

digitatum ve Penicillium italicum ‘a karşı mikovirüslerin biyolojik ajanı olarak kullanılması ile ilgili Niu ve ark. 

(2018), Çin’de çalışma yapmışlardır. Çalışmada YND yöntemlerinde Illumina platformlarını kullanılarak P. 

digitatum fungal etmeninden Penicillium digitatum polymycovirus 1 (PdPmV1) ve Penicillium digitatum Narna-

like virus 1 (PdNLV1) iki yeni mikovirüslerini saptamışlardır (Tablo 1). Bu yeni mikovirüsler biyolojik ajanı 

olarak fungal etmenin virülensliğini azalttığını bildirmişlerdir (Niu ve ark., 2018). Asmalarda küllemeye neden 

olan Erysiphe necator mikovirüs varlığı yönünden Pandey ve ark. (2018), ABD de araştırma yapmışlar ve E. 

necator izolatlarından elde ettikleri dsRNA’ları Illumina Hi Seq 2000 platformu kullanarak yüksek verimli 

sekanslama (high-throughput sequencing) ile dizi analizi yapmışlar ve Erysiphe necator partitivirus 1, 2 ve 3 

(EnPV 1-3) ve Erysiphe necator mitovirus 1, 2, ve 3 (EnMV 1-3) diye adlanlandırdıkları yeni 6 mikovirüs 

(Tablo 1) saptamışlardır (Pandey ve ark., 2018). 
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Podosphaera prunicola birçok tatlı kiraz yetiştirici yapılan bölgelerde küf hastalığına neden olmaktadır. 

Pandey ve ark. (2018), P. prunicola izolatlarından dsRNA mikovirüslerini saptamışlar ve ardından YND 

(Illumina Hi Seq 2000 platform) tekniği kullanarak sekans analizi yapmışlar ve toplam 8 adet Podosphaera 

prunicola virus sequence 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 ve 8 (Tablo 1) olarak isimlendirilen yeni mikovirüsleri saptamışlardır. 

Ayrıca bu yeni mikovirüsleri Sanger sekanslama kullanarak daha önce tanımlanması yapılan diğer 

mikovirüslerle karşılaştırmışlar ve böylece YND verilerini doğrulamışlardır. Bu çalışma ile aynı zamanda, 

YND'nin biyoinformatik programlarla kombinasyonu halinde yüksek verimli sekanslama için önce 

zenginleştirme stratejileri olmadan mikovirüsler ile ilişkili virüsleri tarafsız bir şekilde tanımlanmasının 

yapabildiğini ifade etmişlerdir (Pandey ve ark., 2018).  

Yeni Zelanda’da 2019 yıllında Khalifa ve MacDiarmid (2019), tek bir toprak örneğinden Trichoderma 

koningiopsis (Mg10) ve Clonostachys rosea (Mg06) izolatları elde etmişler ve taksonomik olarak farklı bu iki 

fungal etmenden aynı dsRNA elementini (dsRNA-L ve dsRNA-S) izole etmişlerdir. İzole edilen dsRNA-L’nin 

tüm genom sekanslaması Illumina HiSeq2000 platformu kullanılarak Macrogen Inc. (Seul, Güney Kore) 

tarafından sekanslanmıştır. Genom sekanslama sonucunda 4712 nükleotid (nt) uzunluğunda ve Totivirüslere 

benzer proteinleri kodlayan üst üste gelmeyen iki açık okuma çerçevesi (ORF) içeren, Trichoderma koningiopsis 

totivirus 1 (TkTV1 / Mg10) (Tablo 1) olarak adlandırılan yeni bir mikovirüs saptanmış ve ardından sonuçlar 

Sanger sekanslama ile doğrulanmışdır (Khalifa ve MacDiarmid, 2019). Chun ve ark. (2019), Trichoderma 

atroviride NFCF394 ‘dan yeni bir mikovirüsü (dsRNA) YND teknikleri ile tanımlayarak moleküler 

karakterizasyonunu yapmışlardır. Araştırmacılar izole edilen dsRNA’yı, Illumina HiSeq 2000 platformu 

(Macrogen Inc., Seoul, Kore) kullanılarak cDNA kütüphane ve genom dizilemesi yapmışlar ve filogenetik analiz 

sonucunda Partitiviridae familyasından Alphapartitivirus cinsinden, Trichoderma atroviride partitivirus 1 

(TaPV1) (Tablo 1) isimli yeni bir mikovirüsü saptamışlardır. 

Çin’de orman ve çim alanlarından 2014-2016 yılları arasında Liu ve ark. (2019), tarafından toplam 150 

Trichoderma spp. izole edilerek bu türlerde dsRNA’nın varlığı dsRNA analizleri ile gerçekleştirilmiştir. T. 

harzianum 525 den elde ettikleri 3 kb ağırlığındaki dsRNA profilini jel elektroforezde görüntülemişlerdir. Bu 

dsRNA lar, yüksek verimli sekanslama (Illumina HiSeq 2000/2500) ile sekanslanmış ve sekans verileri NCBI ve 

BLAST programı kullanarak kontrol edilmiştir.  Ardından Maximum likelihood kullanarak elde edilen 

filogenetik ağaca bu yeni mikovirüsün Trichoderma harzianum mycovirus 1 (ThMV1) (Tablo 1) olarak 

kaydedilmesini sağlamışlardır (Liu ve ark., 2019). 

Shamsi ve ark. (2019), Pakistanda domateslerde erken yanıklık hastalığına neden olan Alternaria alternata 

izolatlarından elde ettikleri dsRNA’yı YND yöntemini kullanarak DNA sekans analizlerini yapmışlardır. 

Araştırıcılar DNA sekans sonucunda Botybirnavirus cinsine ait olan Altenaria alternata botybirnavirus 1 

(AaBbV1) (Tablo 1) olarak adlandırılan yeni bir mikovirüsü saptamışlardır (Shamsi ve ark., 2019). Çam 

ağaçlarında beyaz çam pasına neden olan Cronartium ribicola dan yeni bir dsRNA mikovirüsü YND tekniği ile 

saptanmış ve karakterizasyonu yapılmıştır (Liu ve ark., 2019). Çalışmada, Totiviridae familyasında yer alan 

Cronartium ribicola totivirus 1-5 (CrTV1 ila CrTV5) (Tablo 1) olarak adlandırılan beş yeni dsRNA 

saptanmışlardır (Liu ve ark., 2019). 
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Yukarıda anlatılan araştırmalarda da görüleceği üzere YND yöntemleri ile virüs ve mikovirüselere ait daha 

önce tanımlanan genom verilerine gerek kalmadan yeni viral ve mikoviral genomların tanılanması 

gerçekleştirilmektedir. Düşük konsantrasyona sahip virüs ve mikovirüslerin kolay ve hızlı bir şekilde tanılanması 

mümkün olabilmektedir. 

Ayrıca YND yöntemleri daha önce tanımlanmış ve yeni tanılanan mikoviral genomlarda mutasyon, filogeni, 

evrim ve rekombinasyonlarını takip etmeyi sağlamasının yanısıra mikovirüslerin konukçu veya ekosistem ile 

etkileşimi gibi bilgi olanaklarını da sağlamaktadırlar. Jo ve ark. (2020), bu yeni tekniklerin diğer tanı 

tekniklerine göre daha güvenilir bir şekilde gelecekte daha çok kullanılacağını ifade etmiştir. 

 

Sonuç 

1950’li yıllardan itibaren DNA ve RNA moleküllerinin canlılarda yaşam fonksiyonlarındaki öneminin 

anlaşılmasıyla ile genom çalışmaları ön plana çıkmış ve geçmişten günümüze kadar birçok farklı DNA dizileme 

teknikleri kullanılarak analizleri yapılmıştır. Ancak geçmişte kullanılan DNA dizileme yöntemleri zaman alıcı, 

yoğun emek gerektiren ve pahalı yöntemler olduğu için son 10-15 yıl içerisinde araştırmacılar daha ucuz, daha 

hızlı ve daha duyarlı yöntemler geliştirmeyi hedeflemişlerdir. Günümüzde ise farklı yeni nesil dizileme 

platformları ulaşılabilir duruma gelmiştir. 2000’li yılların başından bu yana farklı DNA dizileme teknikleri ve 

cihazları geliştirilmiştir. Bu sistemlerin sayesinde genomik alanda yapılan çalışmalar hız kazanmış ve nükleotit 

başına dizileme maliyetini önemli ölçüde düşürmüştür. 

2009 yıllından bu yana gelişmiş biyoinformatiklerle birleştirilmiş YND teknolojileri, özellikle genom 

dizileme, saptama ve tanımlama, transkriptomik, replikasyon, ekoloji ve epidemiyoloji alanlarında bitki 

virüs/mikovirüs etmenlerinde de başarıyla kullanılmaktadır.  

Bilinen ve yeni bitki RNA ve DNA virüsleri ve satellite virüsler, viroid’ler ve fitoplazmalar bu teknolojiler 

kullanılarak başarıyla incelenmişlerdir. 

YND tekniklerin gelişmesiyle birlikte son yıllarda birçok araştırmacı yeni mikovirüslerin tanılanması ve 

karakterizasyonunu İllumina dizileme platformlarını kullanarak yapmışlardır (Tablo 1). Bu teknolojiler 

sayesinde birçok yeni mikovirüsün tanılanması güvenilir ve hızlı bir şekilde mümkün olmuş ve mikovirüslerin 

taksonomisine de katkı sağlamıştır. Gelecek yıllarda hızla gelişen bu teknoloji sayesinde yeni mikovirüsler 

tanılanarak bunların biyolojik ajan olarak kullanılması ile ilgili yeni çalışmaların yapılması umut vadetmektedir. 

 

Teşekkür Bilgi Notu  

Bu derleme yayın etiğine uymakta ve etik kurul onayı gerektirmemektedir. Makalede yazarlar arasında herhangi 

bir potansiyel çıkar çatışması bulunmamaktadır. Yayında 1. yazar %70 oranında ve 2. yazar %30 oranında katkı 

sağlamıştır ve yazarlar arasında her hangi bir çıkar çatışması bulunmamaktadır. 
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